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(57) Abstract 



The present invention relates to new Knoevenagel condensation products, the method for their production and their use, specially for 
pharmaceutical and analytical purposes. Further, conjugates of Knoevenagel condensates with biomolecules are disclosed. The invention is 
characterized by the compound of formula (3). 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Knoevenagel-Kondensationsprodukte, Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung 
insbesondere fur pharmazeutische und analytische Zwecke. Weiterhin werden Konjugate der Knoevenagel-Kondensate mit Biomolekiilen 
offenbart. Typisch fur die Erfindung ist die Verbindung der Formel (3). 
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Neue Knoevenagel-Kondensationsprodukte, Verfahren zu deren Hersteliung 
und Verwendung 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Knoevenagel-Kondensations- 
produkte, Verfahren zu deren Hersteliung und deren Verwendung ins- 
besondere fur pharmazeutische und analytische Zwecke. Weiterhin werden 
10 Konjugate der Knoevenagel-Kondensate mit Biomolekulen offenbart. 

In einer Publikation von Feigl (Z. Anal. Chem. 74 (1928), 380-386) ist die 
Verwendung von p-Dimethylaminobenzylidenrhodanin zum Nachweis von 
Silber beschrieben. Escobar Godoy und Guiraum Perez (Analyst 111 (1 986), 
15 1297-1299) beschreiben die Verwendung des Pyridoxalanaiogs (Z)- 
Pyridoxylidenrhodanin zur spektroskopischen Quantifizierung von Silber. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundliegende Problem bestand darin, 
neue Verbindungen bereitzustellen, die insbesondere fur pharmazeutische 

20 und analytische Zwecke eingesetzt werden konnen. Diese Aufgabe wird 
gelost durch die Synthese der Verbindung (Z)-5'-0-Phosphono-pyridoxy- 
lidenrhodanin (3), bei der es sich urn ein Derivat des Vitamin B6-Coenzyms 
Pyridoxal-5'-phosphat (1 ) handelt. Die Hersteliung der Verbindung (3) erfolgt 
durch Umsetzung von (1) mit der synthetischen heterozyklischen Ver- 

25 bindung Rhodanin (2) in einer Knoevenagel-Kondensation (vgl. auch Kesel 
etal., Tetrahedron 52 (18.11.1996), 14787-14800). 

Die Verbindung 3 tragt den Namen (Z)-5-[[5-Hydroxy-6-methyl-3- 
[(phosphonooxy)methyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thiazolidinon. Der 
30 Rhodanin-Teil dieses Molekuls ist in der Lage, an Biomolekiile wie etwa 
einzelstrangige Nukleinsauren zu binden. Die geladene Phosphat-Gruppe 
sorgt fur eine gute Wasserloslichkeit. 



BNSDOCID: <WO 9820013A1 I > 



WO 98/20013 



PCT/EP97/06184 



- 2 - 

Die Verbindung 3 unterliegt einer (Z/E)-Stereoisomerie zum (E)-lsomeren 4. 
Diese Cis/Trans-Umlagerung wird z.B. durch UV-Bestrahlung mit den 
Wellenlangen 254 nm oder/und 366 nm ausgelost. 



In dipolar-aprotischen Losungsmitteln liegt die ursprunglich gelbe Ver- 
bindung 3 als rotes 3-Pyridinolat 5 in Form einer freien Saure vor, z.B. in 
Pyridin oder Dimethylsulfoxid (DMSO). 




1 2 3 

Pyridoxal-5-Phosphat Rhodanin (^-S'-O-Phosphono-pyridoxylidenrhodanin 

Die gelbe Verbindung 3 bildet ein tiefrotes Mononatriumsalz, dessen 
Struktur durch Rontgenstrukturanalyse aufgeklart werden konnte. Es wurde 
als Hemiheptadecahydrat (8,5 Hydrat) kristallisiert und liegt als (Z)- 
Stereoisomer 6 vor. Das Mononatriumsalz 6 unterliegt bei einer UV- 
Bestrahlung ebenf alls der Cis/Trans-Umlagerung zum roten (E)-Stereoisome- 
ren 7. 

Derivate der Verbindung 3 konnen durch Reaktion mit C 12 -C l8 -Fettsaure- 
chloriden an der OH-Gruppe erhalten werden. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung Verbindungen der allgemeinen 
Formel (8). 



<WO 9820013A1 I > 



WO 98/20013 



PCT/EP97/06184 



- 3 - 




worin: 

X 1 , X 2 und X 3 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus O, S und NR 5 ; 
Y O Oder S ist; 
Z CR 5 oder N ist; 

R 1 , R 2 , R 3 , R 4 und R 5 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus 
beliebigen Substituenten; 

R 6 ausgewahlt ist aus gegebenenfalls substituierten Kohlenwasser- 
stoffresten und O und n 0 oder 1 ist; 

sowie Salze, z.B. Salze mit Alkalimetall-, Erdalkalimetall- oder 
Ammoniumionen, Hydrate und Stereoisomere davon, mit der 
Ma&gabe, daS die Verbindung nicht Pyridoxylidenrhodanin ist. 

In den Verbindungen der allgemeinen Formel {8) ist X 1 vorzugweise O. X 2 
ist vorzugsweise NR 5 , wobei R 5 Wasserstoff oder C^-C^AIkyl und besonders 
bevorzugt Wasserstoff ist. X 3 ist vorzugsweise S. Y ist vorzugsweise S. Z 
ist vorzugsweise CR 5 , wobei R 5 Wasserstoff oder C^C^AIkyl und besonders 
bevorzugt Wasserstoff ist. 



ERSATZBITVIT (REGF1 26) 
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Die Substituenten R 1 bis R 4 konnen an sich beliebige Substituenten sein, 
sofern sie mit der Gesamtstruktur kompatibel sind. Gegebenenfalls konnen 
R 1 und R 2 oder/und R 3 und R 4 miteinander verbriickt sein. Beispiele fur die 
Substituenten R 1 bis R 4 sind Wasserstoff, Halogen, Hydroxyl, Amin sowie 
gegebenenfalls substituierte Alkylreste, z.B. C r bis C 6 -Alkyl, Aminoalkyl, 
HydroxyalkyI, Alkoxy etc. Besonders bevorzugt enthalt mindestens einer der 
Substituenten R 1 bis R 4 eine unter physiologischen Bedingungen negativ 
geladene Gruppe, z.B. eine Sauregruppe wie etwa Phosphat, Carboxylat, 
Sulfonat etc. 



Besonders bevorzugt handelt es sich bei den Verbindungen der allgemeinen 
Forme! (8) um das (Z)-5-OPhosphonopyridoxyIidenrhodanin (3), sowie 
Salze, Hydrate und Stereoisomere davon, 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung einer Verbindung der allgemeinen Formel (8), dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man eine Verbindung der Formel (9) 



in einer Knoevenagel-Kondensation umsetzt mit einer Verbindung der Formel 
25 (10) 



10 



20 




Y 



30 




(10) 
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worin X\ X 2 , X 3 , Y, Z, R'-R 5 und R 6 wie fur die Verbindungen 8 definiert 
sind. Die Reaktion erfolgt vorzugsweise in einem im wesentlichen aquimola- 
ren Verhaltnis von 9 zu 10 in einem geeigneten Losungsmittel oder 
Losungsmittelgemisch. Die Temperatur ist vorzugsweise Raumtemperatur 
bis Riickflufctemperatur des Losungsmittels. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel (8) besitzen uberraschenderweise 
pharmazeutische Wirksamkeit. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist 
somit eine pharmazeutische Zusammensetzung, die als Wirkstoff eine 
Verbindung wie zuvor angegeben (vorzugsweise ohne Berucksichtigung des 
Disclaimers in Anspruch 1) sowie gegebenenfalls pharmazeutisch ubliche 
Zusatz-, Hilfs-, Trager- und VerdCinnungsstoffe enthalt. 

Eine erste wichtige Anwendung der erfindungsgemalSen Verbindungen ist 
die Behandlung von Infektionskrankheiten, beispielsweise von viralen 
Infektionen, parasitaren Erkrankungen, Pilzerkrankungen oder bakteriellen 
Erkrankungen. Besonders bevorzugtistdie Verwendung zur Behandlung von 
viralen Infektionen, insbesondere von solchen viralen Infektionen, die durch 
behullte Viren, wie etwa Hepadnaviren, Herpesviren oder Retroviren, z.B. 
HIV, verursacht werden. Die erfindungsgema&en Verbindungen haben sich 
jedoch auch geeignet fur die Behandlung von Krankheiten erwiesen, die 
durch andere Viren, wie etwa Influenza- oder Papillomaviren hervorgerufen 
werden. Weiterhin haben sich die erfindungsgemaBen Verbindungen als gut 
geeignet zur Bekampfung von Parasiten wie etwa Leishmanien, Plasmodien 
oder Trypanosomen erwiesen. Am meisten bevorzugt werden die Ver- 
bindungen in der HIV-Therapie, beispielsweise in der Kombinationstherapie 
mit anderen Mitteln wie etwa AZT oder DDI eingesetzt. 

Daruber hinaus sind die erfindungsgema&en Verbindungen auch zur 
Bekampfung von Tumorerkrankungen, bespielsweise von Leukamien, 
insbesondere von T-Zell-Leukamien, oder von Hauttumoren wie malignes 
Melanom oder Kaposi-Sarkom, geeignet. Uberraschenderweise zeigen sie 
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gegeniiber malignen Zellen eine selektive zytotoxische Wirkung, die bei 
normalen Zellen nicht auftritt. 

Die Verbindungen 8 weisen auch immunmodulatorische Wirkungen auf und 
sind daher beispielsweise zur Behandlung von Automimmunerkrankungen 
wie etwa Multiple Sklerose, Alzheimer'sche Krankheit, Lupus erythemato- 
sus, Myasthenia gravis, chronische Arthritis, Diabetes mellitus Typ I etc. 
und verschiedene neurodegenerative Erkrankungen geeignet. 

Weiterhin sind die Verbindungen 8 zur Behandlung von Erkrankungen 
geeignet, die im Zusammenhang mit Storungen des Vitamin B-Stoff wechsels 
bestehen, z.B. als Vitamin B6-Antagonisten. 

Noch eine weitere Anwendung sind Erkrankungen, die im Zusammenhang 
mit Storungen enzymatischer Reaktionen stehen. Die erfindungsgemaBen 
Verbindungen wirken als Effektoren, z.B. Aktivatoren, Inhibitoren oder 
Modifikatoren, auf enzymatische Reaktionen des Caspasensystems, und 
insbesondere als Inhibitoren von Stickstoffmonoxid-Synthasen. 

Daruber hinaus wurde gefunden, daB die Verbindungen 8 die Sekretion von 
TNFa in T-Lymphozyten beeinflussen konnen. Aufcerdem sind sie der Lage, 
an den zellularen CD38 Rezeptor zu binden, wobei eine Hemmung der 
Bindung des HIV gp41 erreicht wird. Auf diese Weise wird der Signaluber- 
tragungsweg von CD38 entkoppelt, was zu einer Hemmung der Syn- 
cytienbildung, der NO-Freisetzung, dem T-Zelltod durch Apoptose, und der 
Einzelzellysis fuhrt. 

Die erf indungsgema&en Verbindungen konnen als solche fur therapeutische 
Zwecke eingesetzt werden. Sie konnen jedoch ebenfalls als Chelate mit 
mehrwertigen Metallionen oder als nichtkovalente oder/und kovalente 
Konjugate mit Biomolekulen, z.B. Nukleinsauren, Proteinen, Lipiden, 
Fettsauren etc. eingesetzt werden. 
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Die erfindungsgemaSen pharmazeutischen Zusammensetzungen konnen in 
beliebiger Form vorliegen, z.B. als Cremes, Salben, injizierbare oder oral 
applizierbare Fltissigkeiten, liposomale Formulierungen, Tabletten, Dragees, 
Kapseln etc. Die Applikation kann z.B. lokal oder systemisch, topisch, oral 
5 oder per Injektion erfolgen. Die Dosierung kann in weiten Bereichen, z.B. 
0,01 jjg bis 1 mg pro kg Korpergewicht je nach Art der Erkrankung und 
Applikation variiert werden. 

Dariiber hinaus sind die erfindungsgemafcen Verbindungen auch als 
10 Nachweisreagenzien geeignet. Einerseits konnen sie in Form von radioaktiv, 
z.B. mit 3 H / 14 C, 32 P oder 35 S-markierten Derivaten eingesetzt werden. 
Bevorzugt ist jedoch der Einsatz in unmarkierter Form, da aufgrund ihrer 
starken farbgebenden bzw. fluoreszenten Eigenschaften ein einfacher 
Nachweis in biologischen Systemen moglich ist. Insbesondere sind die 
15 erfindungsgemaBen Verbindungen daher zum Nachweis von Biomolekulen, 
z.B. in diagnostischen Analyseverfahren, beispielsweise zum Nachweis 
einzelstrangiger Nukleinsauren geeignet. Auch zur Strukturaufklarung, z.B. 
zur Sequenzierung von Proteinen oder Nukleinsauren, sind die Verbindungen 
geeignet. 

20 

Dariiber hinaus konnen die erfindungsgemaBen Verbindungen auch fur 
elektrochrome Anwendungen, z.B. als molekulardigitale Schaltersubstanzen 
oder Indikatoren fur pH-Wert, Temperatur und Losungsmittel eingesetzt 
werden. 

25 

Weiterhin sind die erfindungsgema&en Verbindungen bzw. Derivate davon 
als Absorber fur lonen, organische Substanzen etc. oder aufgrund ihrer 
intensiven Farben und reversiblen Farbanderungen fur dekorative Anwen- 
dungen geeignet. Insbesondere sir.d in diesem Zusammenhang die Erd- 
30 alkalimetallsalze, z.B. Mg- oder Ca-Salze der Verbindungen zu nennen, die 
in Form von Gelen vorliegen. 
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Noch ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Nanotechnologie, wobei 
beispielsweise mit Lasersysteme angegeregte einzelne fluoreszierende 
Farbstoffmolekule und Biomolekulderivate durch empfindliche Detektions- 
systeme, z.B. CCD-Kameras oder Avalanche-Detektoren und optischen 

5 Techniken auf Dunnschichtplatten, in Membranen, Zellen, Tropfen, 
Kapillaren usw. detektiert und lokalisiert werden konnen. Weitere Moglich- 
keiten der Einzelmolekiil-Lokalisierung sind die optische Raster-Nahfeld- 
Mikroskopie auf Minichips, die konfokale Mikroskopie in Polyacrylamidgelen, 
beispielsweise die 2- oder mehrdimensionale Gelelektophorese von 

10 Nukleinsauren. 

Schliefclich betrifft die voriiegende Erfindung auch Derivate der Ver- 
bindungen (8), die durch hydrolytischen Abbau entstehen und beispiels- 
weise die allgemeinen Formeln 11, 12 oder 13 aufweisen: 



15 



20 



25 



XV 0H X 2 H 




(11) 



30 



(12) 
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YH 



5 



R3 




(13) 



[«*] 

n 



10 



worm 



X 1 , X 2 , X 3 , Y, Z, R 1 -R 4 , R 5 und R 6 wie fur die Verbindungen 8 



definiert sind. 



Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgenden Beispiele und 
15 Abbildungen erlautert. Es zeigen: 



Beispiele 

1 . Herstellungsverfahren von 3 

25. 

Herstellung des Rohproduktes: 

Man lost 3,83 g 2-Thioxo-4-thiazolidinon (Rhodanin) (M = 133,18 g/mol; 
n = 28,76 mmol) in 150 ml absolutem Ethanol in einem 50 ml Rundkolben 
30 mit RuckflufSkuhler und gibt 7,63 g Pyridoxal-5'-phosphat-monohydrat 
(M = 265,16 g/mol; n = 28,78 mmo!) hinzu. Das PyridoxaI-5'-phosphat- 
monohydrat lost sich in der Kalte fast nicht. 



20 



Abb. 2: 



Abb. 1: 



die durch Verbindung (3) vermittelte Protektion von Zellen 
gegenuber einer HIV-Infektion. 

eine schematische Darstellung von Hydrolysenebenprodukten, 
die bei der Synthese der Verbindung (3) entstehen; 
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Man kocht auf dem Wasserbad unter Ruhren am RuckfluB. Das Pyridoxal-5'- 
phosphat-monohydrat geht nun langsam in Losung und eine zunachst gelbe, 
dann orange, dann rote Suspension entsteht. Nach 20 min Sieden gibt man 
durch den Kuhler 150 ml Wasser zu, weii die Suspension aufzusto&en 
beginnt. Man erwarmt noch 10 min, wobei das rote Reaktionsprodukt 
ausfallt und zum AufstoGen fuhrt. Danach kuhlt man nicht mehr als 2 
Stunden im Gefrierfach bei einer Temperatur von - 18°C. 

Aufarbeitung des Rohproduktes 

Das orange Produkt wird abgesaugt, mit der Mutterlauge iiberfuhrt und mit 
1 00 ml eiskaltem abs.Ethanol gewaschen. Vakuumtrocknung im Exsikkator 
uber wasserfreiem Calciumchlorid; Ausbeute: 9,85 g orangegelbes Rohpro- 
dukt (Z)-5-[[5-Hydroxy-6-methyl-3-[phosphonooxy)methyl]-4-pyridinyl]- 
methylen]-2-thioxo-4-thiazolidinon. Das Produkt enthalt Edukte, Neben- 
produkte und trotz Vakuumtrocknung Ethanol und Wasser. 

Reinigung des Rohprodukts durch lonentausch-Umfallung: 

9,85 g Rohprodukt werden in 610 ml Wasser in einem 2000 ml Rundkolben 
suspendiert. Unter Ruhren werden 200 ml einer bei Raumtemperatur (22°C) 
gesattigten Losung [S(NaHC0 3 ) = 100 mg/ml] von wasserfreiem Natrium- 
hydrogencarbonat [n(NaHC0 3 ) = 238,10 mmol] in mehreren Portionen 
hinzugef ugt. Diese nunmehr rote Losung wird mit 238, 1 0 ml (238, 1 0 mmol 
HCI) einer 1 ,0 M Salzsaure titriert. Die resultierende Mischung wird weitere 
1 5 min geriihrt. Am Ende der Titration (pH 2) schlagt die Farbe von rot nach 
gelb urn und die Saure 3 fallt aus. Sie wird abgesaugt und 24 h bei einem 
Druck von 4 mbar und einer Temperatur von 70°C getrocknet. Dann wird 
sie noch 24 h bei einem Druck von 0,001 mbar im Olpumpenvakuum bei 
Raumtemperatur getrocknet. Ausbeute: 8,70 g (83%, bezogen auf die 
Gesamtsynthese) gelbes, amorphes Pulver (Z)-5-[[5-Hydroxy-6-methyl-3- 
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[(phosphonooxy)methyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thia2olidinon, Gehalt 
w > 96% (1H-NMR). 

Die Analytik der Verbindung 3 umfafct 1 H-NMR-Spektroskopie, 13 C-NMR- 
Spektroskopie, 31 P-NMR-Spektroskopie, RP-18 HPLC, Fast Atom Bom- 
bardement Massenspektrometrie (FAB MS), IR-Spektroskopie, UV-Spek- 
trophotometrie und Fluoreszenzspektrophotometrie. Es folgen typische 
analytische Daten der Verbindung 3. 

C 11 H 11 N 2 0 6 P S 2 , M = 362.31 g/mol. 

F.198°C - 201 °C (unter Zersetzung, unkorrigiert). 

FAB MS (MH + berechnet fur m/z 362.99): m/z (re I. Int.) 363.0 (12.0%, MH + ), 
227.4 (18.1%), 270.4 (8.7%), 171.2 (8.3%), 282.4 (7.1%), 267.1 (2.8%), 
283.4 (2.1%), 265.1 (1.5%). 

1 H NMR(TFA-tf): 6 2.91 (s, 3 H, 2'-CH 3 ), 5.42 (d, | 3 J( 31 P, 1 H) | =8.0 Hz, 2 H, 
5'-CH 2 -OP0 3 H 2 ), 7.76 (s, 1 H, 4'-CH), 8.47 (s, 1 H, 6-CH). 
'H NMR (DMSO-f/6): 6 2.42 (s, 3 H, 2'-CH 3 ), 4.89 id, | V( 31 P, 1 H) | = 8.0 Hz, 
2 H, 5'-CH 2 -OP0 3 H 2 ), 7.55 (s, 1 H, 4'-CH), 7.84 (s, 1 H, 6-CH). 

1 H NMR (Pyridin-c/ 5 ): 6 2.72 (s, 3 H, 2'-CH 3 ), 5.62 (d, | 3 J( 3, P, 1 H) | = 7.5 Hz, 

2 H, 5'CH 2 -OP0 3 H 2 ), 8,36 (s, 1 H, 4'CH), 8,53 (s, 1 H, 6-CH). 

13 C NMR, BB-entkoppelt (TFA-c/) : 6 16.83 (s, 2'-CH 3 ), 65.75 (s, 5'-CH 2 - 
OP0 3 H 2 ), 121.04, 122.13 (2 s, C-4'), 133.34 (s, C-6), 136.85, 136.91 (2 s, 
RR'C-SR"), 138,54 (s, C-5), 142.05 (s, C-4), 147.64 (s, C-2), 153.03 (s, 
C-3), 171.93 (s, C = 0), 193.39 (s, C = S). 
31 P NMR (TFA-c/): rf-4.24 (s, R-OP0 3 H 2 ). 

FT IR (KBr): 3430 (v N-H, m), 1713 (v HN-C = 0, s), 1213 (v P = 0 in 
/?0(HO)P0 2 \ s), 1046(vC = Sin S-CS-N, s), 1024(^P=Oin /?0(HO)P0 2 ", s). 
UV/VIS (H z O): /l m a X .i = 232 nm W(1%/1 cm) = 373], yi m3x2 = 308 nm 
[A (1%/1 cm) = 271], A maXi3 = 353 nm [A (1%/1 cm) = 413], A maxA = 
454 nm [A (1%/1 cm) = 227]. 

US/VIS (MeOH): /i max>1 = 291 nm [A (1%/1 cm) = 245], /l max2 = 347 nm 
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[A (1%/1 cm) =489). 

UV/VIS (DMSO):/l max = 51 8 nm [A (1 %/1 cm) =98]. 

Fluoreszenz Exzitationsspektrum (ex) und Emissionsspektrum (em) (DMSO): 
/lem= 575 nm: Aex _ , = 355 m, A ex . mBx . 2 - 397 nm, A ex , max . 3 = 45 1 nm, A ex . max . 4 = 
467 nm,/» ex , max ,5 = 483 nm, A ex , max . 6 = 493 nm, A ex , ^ 7 = 518nm; 
^ ex = 490 nm: A^ ^ = 575 nm. 

Fluoreszenz Exzitationsspektrum (ex) und Emissionsspektrum (em) (Pyridin): 
Am = 575 nm:V m .,t = 451 nm 'V™*2 = 467 nm, /» ex , 3 = 471 nm, 
^ex. max. 4 = 483 nm, A ex , max , 5 = 493 nm, A ex _ max . 6 - 51 8 nm; 
,l ex = 490 nm: /» em , max = 575 nm. 
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2. H rstellungsverfahr n von 6 
2.1 

Eine Masse von 363 mg (Z)-5-[[5-hydroxy-6-methyl-3-[(phosphonooxy)me- 
5 thyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thia2olidinon (3) (1,0 mmol) wird mit 
20,0 ml 0,10 M Natronlauge gemischt (2,00 mmol NaOH). Nach der 
Vermischung mit 10,0 ml abs.Ethanol wird die Losung 24 h bei einer 
Temperatur von -18°C gekuhlt. Die feinkristallinen Nadeln werden 
abgesaugt. Ausbeute: 340 mg (63%) rotes (Z)-5-[[3-Hydroxy-2-methyl-5- 

10 [{phosphonooxy)methyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thiazolidinon- 
mononatriumsalz-hemiheptadeca (8 1/2) hydrat (6). Vor einer Elementar- 
analyse wurde dieses Produkt bei einem Druck von 0,1 mbar im Wasser- 
strahlpumpenvakuum bei einer Temperatur von 70°C zwei Tage in einer 
Trockenpistole getrocknet: tiefrotes (Z)-5-[[5-Hydroxy-6-methyl-3-[(phospho- 

15 nooxy)methyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thiazoIidinon-mononatrium- 
salz-hemipenta (2 1/2) hydrat (6). 

2.2 

8,70 g trockene Verbindung 3 (24,00 mmol) werden mit 240,00 ml einer 
20 0,10 M Natriumhydroxidlosung (24,00 mmol NAOH) vermischt und 
anschlieBend mit 124,00 ml Ethanol versetzt. Die Mischung wird fur 24 h 
bei einer Temperatur von -18°C aufbewahrt. Die prazipitierten roten 
Kristalle werden filtiert. Es werden 7,55 g (73%) der Verbindung 6 erhalten. 

25 F.205°C-208°C (unter Zersetzung, unkorrigiert). 

Berechnet fur C n H 10 N 2 Na O e P S 2 o 2 1/2 H 2 0, M =429,33 g/mol; C 
30,77% H 3,52% N 6,52 %, gefunden C 30,97% H 3,43% N 6,35%. 
FT IF (KBr): 3277 (v O-H Wasser, m, breit), 1700 (v HN-C = 0, w), 1229 (v 
P-O in RP(HO)P0 2 \ s), 1 198 (v HN-C = S, s), 1090 (v C = S in S-CS-N, s), 

30 973 (v P-O-C in P-Q-CH2-aryl,2). 
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3. Nachweisverfahren fur einzelstrangige Nukleinsaur n 

Die Verbindungen 3 und 6 konnen in radioaktiv markierter Form, z.B. 
markiert mit 3 H, 14 C, 32 P oder 35 S als Sonden zum Nachweis einzelstrangiger 
Nukleinsauren eingesetzt werden. 

Die Substanzen 3/6 konnen aufcerdem fur die Fluoreszenzdetektion einzel- 
strangiger DNA eingesetzt werden. Das (E)-Stereoisomere 4 fluoresziert in 
DSMO, das (Z)-Stereosisomere in Wasser erheblich weniger. Bei Bindung 
des (E)-Stereoisomeren 4 an einzelstrangige DNA kann bei Auftreten der 
Fluoreszenz nach Extraktion mit DMSO einzelstrangige DNA nachgewiesen 
werden. Die zur Anregung verwendete Wellenlange liegt im Bereich von 420 
bis 500 nm, die Emission im DMSO oder Pyridin liegt bei 575 nm. 

Die Verbindungen 3, 4 und 6 zeigen eine nichtkovalente Assoziation an 
einzelstrangige DNA. Diese nichtkovalente Bindung kann durch Bestrahlung 
der UV-Licht der Wellenlangen 254 oder/und 366 nm photochemisch fixiert 
werden. Dabei reagieren 3 und 4 mit einer Thymin-Nukleobasen-Methyl- 
gruppe photochemisch unter Abspaltung von H 2 S. 



20 
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4. Hemmung von Isoformen d s Enzyms Stickstoffmonoxydsynthas 

Die Substanz 6 hemmt die neuronalen, endothelialen und immunologisch/- 
induzierbaren Isoformen der Stickstoffmonoxydsynthase (NOS). Die Hemmkon- 
stante (IC 50 ) fur nNOS ist 61,25 //M. Fur eNOS und iNOS ist die Hemmkon- 
stante (IC 50 ) 50//M. Diese Werte werden durch Messung der Umwandlung von 
( 3 H) Arginin zu ( 3 H) Citrullin unter Verwendung von rekombinanten humanen 
NOS Isoformen isoliert aus CHO Zellen bestimmt. 
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5. Zw idimensionale Nukl insaureelektrophor se 

Die Substanz 3 kann in radioaktiv markierter oder unmarkierter Form fur die 
zweidimensionale elektrophoretische Auftrennung einzelstrangiger 
Nukleinsauren eingesetzt werden. In der ersten Dimension kann eine 
Trennung nach der Ladung und in der zweiten Dimension eine Trennung 
nach der Molekiilgrofce erfolgen. Die Verbindung 3 kann assoziativ oder 
kovalent an die Nukleinsaure gekoppelt werden. 

6. Therapeutische Anwendung 

Die Substanz 3 und Derivate davon sind als therapeutische Mittel ins- 
besondere fur die Beeinflussung von Vermehrungsvorgangen von infektiosen 
Erregern wirksam, z.B. von solchen, die im Wirt mit Zwischenstufen als 
einzelstrangige DNA vorkommen wie etwa Retroviren, Herpesviren oder 
Hepatoviren. 

6.1 HIV-lnhibition 

Myeloische HUT78-Zellen werden einer Infektion mit HIV ausgesetzt 
in Abwesenheit bzw. in Gegenwart von 1,87 mM oder 0,187 mM 
Verbindung 3. Der HIV-Nachweis erfolgt durch photometrische 
Bestimmung des p24-Antigens. Aus Abbildung 1 ist ersichtlich, daB 
in den erfindungsgemali behandelten Zellen kein P 24 nachweisbar 
war, wahrend in der Kontroile ab dem siebten Tag der p24 Test 
positiv war. 

6.2 Behandlung von Herpes 

Ein Patient (17 Jahre, mannlich) mit Herpes labialis wird mit einer 
Olivenol-Wasser-Emulsion der Verbindung 3 {ca. 1 mg/ml) behandelt. 
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Wenige Stunden nach lokaler Applikation auf die befallenen Hautpar- 
tien wird eine totale Remission gefunden. 

6.3 Behandlung von Influenza 

5 

Ein Patient (51 Jahre, mannlich) mit Virusgrippe wird mit einigen 
Tropfen einer H 2 0/DMSO Losung der Verbindung 3 (ca. 1 //g/ml) oral 
behandelt. Uber Nacht sind die Krankheitssympthome verschwunden. 

io 7. Temperatur/Losungsmittelindikator 

Die (Z/E)-Stereosisomerie der Verbindung 3 tritt abhangig von der Tempera- 
tur (Thermochromie) und abhangig vom Losungsmittel (Solvatochromie) auf. 
Daher kann 3 als Temperaturindikator oder/und Losungsmittelindikator 
is eingesetzt werden. 

8. Digitale Schaltfunktion 

Die (Z/E)-Stereoisomerie der Verbindungen 3 und 4 tritt abhangig vom 
20 Anlegen eines elektrischen Felds auf (Elektrochromie). Daher kann 3 als 
digitales Schaltelement aufgrund der unterschiedlichen fluoreszenzspek- 
troskopischen Eigenschaften gegeniiber 4 z.B. bei Anregung durch 
Laserlicht mit der Wellenlangen von 480 nm eingesetzt werden. Dabei tritt 
nach Anlegen eines elektrischen Felds an 3 Umlagerung in 4 und damit 
25 Fluoreszenzemission bis 575 nm nach Anregung bei 480 nm auf. 

9. Vitamin B6 Antagonismus 

Die Verbindung 3 kann im Stoffwechsel als Antagonist des Coenzyms 
30 Pyridoxal-5'-Phosphat durch Bindung an die dieses Coenzym benotigende 
Enzyme wirken und deshalb tumorhemmende Eigenschaften aufweisen. 
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10. Proliferationskontroll 



Die Verbindung 3 kann zur Proliferationskontrolle/Chemotherapie/Cytosta- 
setherapie von malignen Tumoren in lokaier Applikation auf Hauttumore 
(malignes Melanom, Karposi-Sarkom) gegebenenfalls in Verbindung mit UV- 
Bestrahlung eingesetzt werden oder/und zur Proliferationskontrolle von 
anderen Hautkrankheiten mit erhohter Zellteilungsrate (z.B. Psoriaris) 
eingesetzt werden. Die Bindung der Verbindung 3 an replikationsaktive 
einzelstangige DNA-Bereiche kann durch UV-Bestrahlung photochemisch 
fixiert werden und fuhrt zur lokal begrenzter Cytotoxizitat. 



1 1 . Strukturauf klarung 

Die Verbindung 3 kann aufgrund ihrer Farb- und Fluoreszenzeigenschaften 
sowie ihrer Fahigkeit zur Kopplung an Biomolekule, z.B. Proteine zur 
Strukturaufklarung eingesetzt werden, z.B. zur Aminosauresequenzbestim- 
mung von Proteinen oder zur DNA-Sequenzierung. 

1 2. Nachweis von Hydrolysenebenprodukten 

Die Hydrolysenebenprodukte, die bei der Synthese der Verbindung 3 
entstehen, werden massenspektroskopisch untersucht. 

Die entsprechenden Verbindungen sind in Abb. 2 aufgelistet. 



BNSDOCID" <WO 982001 3A1 I > 



WO 98/20013 PCT/EP97/06184 

- 18 - 

Anspruche 

1 . Verbindungen der allgemeinen Formel (8) 




[Si]. 



worin: 

X 1 , X 2 und X 3 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus O, S, und 
NR 5 ; 

Y O Oder S ist; 
Z CR 5 oder N ist; 

R 1 , R 2 , R 3 , R 4 und R 5 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus 
beliebigen Substituenten; 

R 6 ausgewahlt ist aus gegebenenfalls substituierten Kohlenwasser- 
stoffresten und O und n O oder 1 ist; 

sowie Salze, Hydrate und Stereoisomere davon, mit der Ma&gabe, 
da& die Verbindung nicht Pyridoxylidenrhodanin ist. 

2. Verbindungen nach Anspruch 1, 
worin X 1 0 ist. 
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3. Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 oder 2, 
worin X 2 NR 5 ist. 

4. Verbindungen nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
worin X 3 S ist. 

5. Verbindungen nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
worin Y S ist. 

6. Verbindungen nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
worin Z CR 5 ist. 



7. Verbindungen nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

worin einer der Substituenten R 1 -R 4 eine negativ geladene Gruppe 
15 enthalt. 

8. Verbindungen nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
ausgewahlt aus (Z)-5[[5-Hydroxy-6-meth Y l-3-[(phosphonooxy)me- 
thyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thiazolidinon der Formel (3) 

20 



25 




(3) 



30 

Salze, Hydrate und Stereoisomere davon. 



sowie 
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9. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der allgemeinen Formel 
(8), 

dadurch gekennzeichnet, 

dafc man eine Verbindung der Formel (9) 




15 

in einer Knoevenagel-Kondensation umsetzt mit einer Verbindung der 
Formel (10) 



20 



R3 



R2 



25' 



(10) 



worin X 1 , X 2 , X 3 , Y, Z, R 1 -R 5 und R 6 wie in Anspruch 1 definiert sind. 



30 
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1 0. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Pyridoxal-5'-phosphat in einer Knoevenagel-Kondensation 
umsetzt mit Rhodanin. 

1 1 . Pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc sie als Wirkstoff eine Verbindung nach einem der Anspriiche 1 
bis 8 sowie gegebenenfalls pharmazeutisch iibliche Zusatz-, Hilfs-, 
Trager- und Verdunnungsstoffe enthalt. 

1 2. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 8 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung fur die 
Behandlung von Infektionskrankheiten, Tumoren und Autoimmun- 
krankheiten. 



13. 



Verwendung nach Anspruch 1 2 zur Herstellung eines Antivirus- 
mittels. 



14. Verwendung nach Anspruch 13, zur Herstellung eines Mittels zur 
Behandlung von viralen Infektionen verursacht durch Hepatoviren, 
Herpesviren oder Retroviren. 

15. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 8 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung fur die 
Behandlung von Erkrankungen, die im Zusammenhang mit Storungen 
des Vitamin-B-Stoffwechsels stehen. 

1 6. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 8 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung fur die 
Behandlung von Erkrankungen, die im Zusammenhang mit Storungen 
des Immunsystems stehen. 
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1 7. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 8 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung fur die 
Behandlung von Erkrankungen, die im Zusammenhang mit Storungen 
enzymatischer Reaktionen stehen. 



18. Verwendung nach Anspruch 17 als Effektor der enzyrmatische 
Aktivitat von Stickstoffmonoxid-Synthasen. 

19. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 8 



20. Verwendung nach Anspruch 19 zum Nachweis von Biomolekulen. 

21. Verwendung nach Anspruch 20 zum Nachweis einzelstrangiger 



22. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 8 
fur elektrochrome Anwendungen. 

20 23. Konjugate von Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 8 mit 
Biomolekulen. 

24. Derivate von Verbindungen nach einem der vorhergehenden An- 
spruche der allgemeinen Formeln (1 1), (12) oder (13): 



5 



10 



als Nachweisreagenzien. 



15 



Nucleinsauren. 



25 



30 




(11) 
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-- 1 ,87 mM Verbindung 3 

- 0,187 mM Verbindung 3 

— HIV Kontrolle 



Tage Kultivierung 
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Hydrolyse-Nebenprodukt der B6PR-Synthese 
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(57) Zusammenfassung 
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insbesondere fur pharmazeutische und analytische Zwecke. Weiterhin werden Konjugate der Knoevenagel-Kondensate mit Biomolekulen 
offenbart. Typisch fiir die Erfindung ist die Verbindung der Forme! (3). 
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N ueKno v nagel-Kond nsationsprodukte, V rfahr nzud r n Herstellung 
und Verwendung 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Knoevenagel-Kondensations- 
produkte, Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung ins- 
besondere fur pharmazeutische und analytische Zwecke. Weiterhin werden 
10 Konjugate der Knoevenagel-Kondensate mit Biomolekulen offenbart. 

In einer Publikation von Feigl (Z. Anal. Chem. 74 (1928), 380-386) ist die 
Verwendung von p-Dimethylaminobenzylidenrhodanin zum Nachweis von 
Silber beschrieben. Escobar Godoy und Guiraum Perez (Analyst 111 (1 986), 
15 1297-1299) beschreiben die Verwendung des Pyridoxalanalogs (Z)- 
Pyridoxylidenrhodanin zur spektroskopischen Quantifizierung von Silber. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundliegende Problem bestand darin, 
neue Verbindungen bereitzustellen, die insbesondere fur pharmazeutische 

20 und analytische Zwecke eingesetzt werden konnen. Diese Aufgabe wird 
gelost durch die Synthese der Verbindung (Z)-5'-0-Phosphono-pyridoxy- 
lidenrhodanin (3), bei der es sich um ein Derivat des Vitamin B6-Coenzyms 
Pyridoxal-5'-phosphat (1 ) handelt. Die Herstellung der Verbindung (3) erfolgt 
durch Umsetzung von (1) mit der synthetischen heterozyklischen Ver- 

25 bindung Rhodanin (2) in einer Knoevenagel-Kondensation (vgl. auch Kesel 
et al., Tetrahedron 52 (18.11.1996), 14787-14800). 

Die Verbindung 3 tragt den Namen (Z)-5-[[5-Hydroxy-6-methyl-3- 
[(phosphonooxy)methyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thiazolidinon. Der 
30 Rhodanin-Teil dieses Molekuls ist in der Lage, an Biomolekule wie etwa 
einzelstrangige Nukleinsauren zu binden. Die geladene Phosphat-Gruppe 
sorgt fur eine gute Wasserloslichkeit. 
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Die Verbindung 3 unterliegt einer (Z/E)-Stereoisomerie zum (E)-isomeren 4. 
Diese Cis/Trans-Umlagerung wird z.B. durch UV-Bestrahlung mit den 
Welienlangen 254 nm oder/und 366 nm ausgelost. 



In dipolar-aprotischen Losungsmitteln liegt die ursprunglich gelbe Ver- 
bindung 3 als rotes 3-Pyridinolat 5 in Form einer freien Saure vor, z.B. in 
Pyridin oder Dimethylsulfoxid (DMSO), 




12 3 

Pyridoxal-5'-Phosphat Rhodanin (^-S'-O-Phosphono-pyridoxylidenrhodanin 

Die gelbe Verbindung 3 bildet ein tiefrotes Mononatriumsalz, dessen 
Struktur durch Rontgenstrukturanalyse aufgeklart werden konnte. Es wurde 
als Hemiheptadecahydrat (8,5 Hydrat) kristallisiert und liegt als (Z)- 
Stereoisomer 6 vor. Das Mononatriumsalz 6 unterliegt bei einer UV- 
Bestrahlung ebenfalls der Cis/Trans-Umlagerung zum roten (E)-Stereoisome- 
ren 7. 

Derivate der Verbindung 3 konnen durch Reaktion mit C 12 -C l8 -Fettsaure- 
chloriden an der OH-Gruppe erhalten werden. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung Verbindungen der allgemeinen 
Formel (8). 



BNSDOCID- <WO 982001 3A1 IA> 



WO 98/20013 PCT7EP97/06184 

- 3 - 




worin: 

is X 1 , X 2 und X 3 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus O, S und NR 5 ; 

Y O oder S ist; 
Z CR 5 oder N ist; 

R\ R 2 , R 3 , R 4 und R 5 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus 
beliebigen Substituenten; 
20 R 6 ausgewahlt ist aus gegebenenfalls substituierten Kohlenwasser- 

stoffresten und O und n 0 oder 1 ist; 

sowie Salze, z.B. Salze mit Alkalimetall-, Erdalkalimetall- oder 
Ammoniumionen, Hydrate und Stereoisomere davon, mit der 
Mafcgabe, daR> die Verbindung nicht Pyridoxylidenrhodanin ist. 

25 

In den Verbindungen der allgemeinen Formel (8) ist X 1 vorzugweise O. X 2 
istvorzugsweise NR 5 , wobei R 5 Wasserstoff oder C^C^AIkyl und besonders 
bevorzugt Wasserstoff ist. X 3 ist vorzugsweise S. Y ist vorzugsweise S. Z 
ist vorzugsweise CR 5 , wobei R 5 Wasserstoff oder C^C^AIkyl und besonders 
30 bevorzugt Wasserstoff ist. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Die Substituenten R 1 bis R 4 konnen an sich beliebige Substituenten sein, 
sofern sie mit der Gesamtstruktur kompatibel sind. Gegebenenfalls konnen 
R 1 und R 2 oder/und R 3 und R 4 miteinander verbruckt sein. Beispiele fur die 
Substituenten R 1 bis R 4 sind Wasserstoff, Halogen, Hydroxy!, Amin sowie 
gegebenenfalls substituierte Alkylreste, z.B. C r bis C 6 -Alkyl, Aminoalkyl, 
HydroxyalkyI, Alkoxy etc. Besonders bevorzugt enthalt mindestens einer der 
Substituenten R 1 bis R 4 eine unter physiologischen Bedingungen negativ 
geladene Gruppe, z.B. eine Sauregruppe wie etwa Phosphat, Carboxylat, 
Sulfonat etc. 

Besonders bevorzugt handelt es sich bei den Verbindungen der allgemeinen 
Formel (8) urn das (Z)-5-0-PhosphonopyridoxyIidenrhodanin (3), sowie 
Salze, Hydrate und Stereoisomere davon. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung einer Verbindung der allgemeinen Formel (8), dadurch gekenn- 
zeichnet, da& man eine Verbindung der Formel (9) 



20 




(9) 



in einer Knoevenagel-Kondensation umsetzt mit einer Verbindung der Formel 
25 (10) 




(10) 



oh 

n 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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worin X\ X 2 , X 3 , Y, Z, R 1 -R 5 und R 6 wie fur die Verbindungen 8 definiert 
sind. Die Reaktion erfolgt vorzugsweise in einem im wesentlichen aquimola- 
ren Verhaltnis von 9 zu 10 in einem geeigneten Ldsungsmittel oder 
Lqsungsmittelgemisch. Die Temperatur ist vorzugsweise Raumtemperatur 
5 bis RuckfluGtemperatur des Losungsmittels. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel (8) besitzen uberraschenderweise 
pharmazeutische Wirksamkeit. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist 
somit eine pharmazeutische Zusammensetzung, die als Wirkstoff eine 
io Verbindung wie zuvor angegeben (vorzugsweise ohne Berucksichtigung des 
Disclaimers in Anspruch 1) sowie gegebenenfalis pharmazeutisch ubliche 
Zusatz-, Hilfs-, Trager- und Verdunnungsstoffe enthalt. 

Eine erste wichtige Anwendung der erfindungsgemaSen Verbindungen ist 
die Behandlung von Infektionskrankheiten, beispielsweise von viralen 
Infektionen, parasitaren Erkrankungen, Pilzerkrankungen oder bakteriellen 
Erkrankungen. Besonders bevorzugtistdie Verwendung zur Behandlung von 
viralen Infektionen, insbesondere von solchen viralen Infektionen, die durch 
behiillte Viren, wie etwa Hepadnaviren, Herpesviren oder Retroviren, z.B. 
HIV, verursacht werden. Die erfindungsgema&en Verbindungen haben sich 
jedoch auch geeignet fur die Behandlung von Krankheiten erwiesen, die 
durch andere Viren, wie etwa Influenza- oder Papillomaviren hervorgerufen 
werden. Weiterhin haben sich die erfindungsgema&en Verbindungen als gut 
geeignet zur Bekampfung von Parasiten wie etwa Leishmanien, Plasmodien 
oder Trypanosomen erwiesen. Am meisten bevorzugt werden die Ver- 
bindungen in der HIV-Therapie, beispielsweise in der Kombinationstherapie 
mit anderen Mitteln wie etwa AZT oder DDI eingesetzt. 

Dartiber hinaus sind die erfindungsgemafien Verbindungen auch zur 
Bekampfung von Tumorerkrankungen, bespielsweise von Leukamien, 
insbesondere von T-Zell-Leukamien, oder von Hauttumoren wie malignes 
Melanom oder Kaposi-Sarkom, geeignet. Uberraschenderweise zeigen sie 
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gegenuber malignen Zellen eine selektive zytotoxische Wirkung, die bei 
normalen Zellen nicht auftritt. 

Die Verbindungen 8 weisen auch immunmodulatorische Wirkungen auf und 
s sind daher beispielsweise zur Behandlung von Automimmunerkrankungen 
wie etwa Multiple Sklerose, Alzheimer'sche Krankheit, Lupus erythemato- 
sus, Myasthenia gravis, chronische Arthritis, Diabetes mellitus Typ I etc. 
und verschiedene neurodegenerative Erkrankungen geeignet. 

to Weiterhin sind die Verbindungen 8 zur Behandlung von Erkrankungen 
geeignet, die im Zusammenhang mit Storungen des Vitamin B-Stoffwechsels 
bestehen, z.B. als Vitamin B6-Antagonisten. 

Noch eine weitere Anwendung sind Erkrankungen, die im Zusammenhang 
15 mit Storungen enzymatischer Reaktionen stehen. Die erfindungsgema&en 
Verbindungen wirken als Effektoren, z.B. Aktivatoren, Inhibitoren oder 
Modifikatoren, auf enzymatische Reaktionen des Caspasensystems, und 
insbesondere als Inhibitoren von Stickstoffmonoxid-Synthasen. 

20 Dariiber hinaus wurde gefunden, daS die Verbindungen 8 die Sekretion von 
TNFa in T-Lymphozyten beetnflussen konnen. Au&erdem sind sie der Lage, 
an den zellularen CD38 Rezeptor zu binden, wobei eine Hemmung der 
Bindung des HIV gp41 erreicht wird. Auf diese Weise wird der Signaluber- 
tragungsweg von CD38 entkoppelt, was zu einer Hemmung der Syn- 

25 cytienbildung, der NO-Freisetzung, dem T-Zelltod durch Apoptose, und der 
Einzelzellysis fuhrt. 

Die erf indungsgema&en Verbindungen konnen als solche fur therapeutische 
Zwecke eingesetzt werden. Sie konnen jedoch ebenfalis als Chelate mit 
30 mehrwertigen Metallionen oder als nichtkovalente oder/und kovalente 
Konjugate mit Biomolekulen, z.B. Nukleinsauren, Proteinen, Lipiden, 
Fettsauren etc. eingesetzt werden. 
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Die erfindungsgema&en pharmazeutischen Zusammensetzungen konnen in 
beliebiger Form vorliegen, z.B. als Cremes, Salben, injizierbare oder oral 
applizierbare Flussigkeiten, liposomale Formulierungen, Tabletten, Dragees, 
Kapsein etc. Die Applikation kann z.B. lokal oder systemisch, topisch, oral 
5 oder per Injektion erfolgen. Die Dosierung kann in weiten Bereichen, z.B. 
0,01 jjg bis 1 mg pro kg Korpergewicht je nach Art der Erkrankung und 
Applikation variiert werden. 

Daruber hinaus sind die erfindungsgemaBen Verbindungen auch als 
10 Nachweisreagenzien geeignet. Einerseits konnen sie in Form von radioaktiv, 
z.B. mit 3 H, 14 C, 32 P oder 35 S-markierten Derivaten eingesetzt werden. 
Bevorzugt ist jedoch der Einsatz in unmarkierter Form, da aufgrund ihrer 
starken farbgebenden bzw. fluoreszenten Eigenschaften ein einfacher 
Nachweis in biologischen Systemen moglich ist. Insbesondere sind die 
15 erfindungsgemaSen Verbindungen daher zum Nachweis von Biomolekulen, 
z.B. in diagnostischen Analyseverfahren, beispielsweise zum Nachweis 
einzelstrangiger Nukleinsauren geeignet. Auch zur Strukturaufklarung, z.B. 
zur Sequenzierung von Proteinen oder Nukleinsauren, sind die Verbindungen 
geeignet. 

20 

Daruber hinaus konnen die erfindungsgema&en Verbindungen auch fur 
elektrochrome Anwendungen, z.B. alsmolekulardigitaleSchaltersubstanzen 
oder Indikatoren fur pH-Wert, Temperatur und Losungsmittel eingesetzt 
werden. 

25 

Weiterhin sind die erfindungsgemaSen Verbindungen bzw. Derivate davon 
als Absorber fur lonen, organische Substanzen etc. oder aufgrund ihrer 
intensiven Farben und reversiblen Farbanderungen fur dekorative Anwen- 
dungen geeignet. Insbesondere sind in diesem Zusammenhang die Erd- 
30 alkalimetallsalze, z.B. Mg- oder Ca-Salze der Verbindungen zu nennen, die 
in Form von Gelen vorliegen. 
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Noch ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Nanotechnologie, wobei 
beispielsweise mit Lasersysteme angegeregte einzelne fiuoreszierende 
Farbstoffmolekule und Biomolekulderivate durch empfindliche Detektions- 
systeme, z.B. CCD-Kameras oder Avalanche-Detektoren und optischen 

5 Techniken auf Dunnschichtplatten, in Membranen, Zelien, Tropfen, 
Kapillaren usw. detektiert und lokalisiert werden konnen. Weitere Moglich- 
keiten der Einzelmolekul-Lokalisierung sind die optische Raster-Nahfeld- 
Mikroskopie auf Minichips, die konfokale Mikroskopie in Polyacrylamidgelen, 
beispielsweise die 2- oder mehrdimensionale Gelelektophorese von 

io Nukleinsauren. 

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung auch Derivate der Ver- 
bindungen (8), die durch hydrolytischen Abbau entstehen und beispiels- 
weise die allgemeinen Formein 1 1 f 12 oder 13 aufweisen: 



15 



20 



25 



30 




(11) 



(12) 
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YH 



R3 



(13) 



5 



[Is] 

n 



10 



worin X\ X 2 , X 3 , Y, Z, R'-R 4 , R 5 und R 6 wie fur die Verbindungen 8 



definiert sind. 



Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgenden Beispiele und 
is Abbildungen erlautert. Es zeigen: 



Beispiele 

1 . Herstellungsverfahren von 3 

25 

Herstellung des Rohproduktes: 

Man lost 3,83 g 2-Thioxo-4-thiazolidinon (Rhodanin) (171 = 133,18 g/mot; 
n = 28,76 mmol) in 150 ml absolutem Ethanol in einem 50 ml Rundkolben 
30 mit RuckfluRkuhler und gibt 7,63 g Pyridoxal-5'-phosphat-monohydrat 
(M = 265,1 6 g/mol; n = 28,78 mmol) hinzu. Das Pyridoxat-5'-phosphat- 
monohydrat lost sich in der Kalte fast nicht. 



Abb. 1: 



die durch Verbindung (3) vermittelte Protektion von Zellen 
gegenuber einer HIV-lnfektion. 

eine schematische Darstellung von Hydrolysenebenprodukten, 
die bei der Synthese der Verbindung (3) entstehen; 



Abb. 2: 



20 
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Man kocht auf dem Wasserbad unter Ruhren am Ruckflufc. Das Pyridoxal-5'- 
phosphat-monohydrat geht nun langsam in Losung und eine zunachst gelbe, 
dann orange, dann rote Suspension entsteht. Nach 20 min Sieden gibt man 
durch den Kuhler 150 ml Wasser zu, weil die Suspension aufzusto&en 
5 beginnt. Man erwarmt noch 10 min, wobei das rote Reaktionsprodukt 
ausfallt und zum AufstoBen fuhrt. Danach kuhlt man nicht mehr als 2 
Stunden im Gefrierfach bei einer Temperatur von - 18°C. 

Aufarbeitung des Rohproduktes 

10 

Das orange Produkt wird abgesaugt, mit der Mutterlauge uberfuhrt und mit 
1 00 ml eiskaltem abs.Ethanol gewaschen. Vakuumtrocknung im Exsikkator 
uber wasserfreiem Calciumchlorid; Ausbeute: 9,85 g orangegelbes Rohpro- 
dukt (Z)-5-[[5-Hydroxy-6-methy!-3-[phosphonooxy)methyl]-4-pyridinyl]- 
15 methy!en]-2-thioxo-4-thiazolidinon. Das Produkt enthait Edukte, Neben- 
produkte und trotz Vakuumtrocknung Ethanol und Wasser. 

Reinigung des Rohprodukts durch lonentausch-Umfallung: 

20 9,85 g Rohprodukt werden in 61 0 ml Wasser in einem 2000 m! Rundkolben 
suspendiert. Unter Ruhren werden 200 ml einer bei Raumtemperatur (22°C) 
gesattigten Losung [S(NaHC0 3 ) = 100 mg/ml] von wasserfreiem Natrium- 
hydrogencarbonat [n(NaHC0 3 ) = 238,10 mmol] in mehreren Portionen 
hinzugef ugt. Diese nunmehr rote Losung wird mit 238, 1 0 ml (238, 1 0 mmol 

25 HCI) einer 1 ,0 M Salzsaure titriert. Die resultierende Mischung wird weitere 
1 5 min geriihrt. Am Ende der Titration (pH 2) schlagt die Farbe von rot nach 
gelb um und die Saure 3 fallt aus. Sie wird abgesaugt und 24 h bei einem 
Druck von 4 mbar und einer Temperatur von 70°C getrocknet. Dann wird 
sie noch 24 h bei einem Druck von 0,001 mbar im Olpumpenvakuum bei 

30 Raumtemperatur getrocknet. Ausbeute: 8,70 g (83%, bezogen auf die 
Gesamtsynthese) gelbes, amorphes Puiver (Z)-5-[[5-Hydroxy-6-methyI-3- 
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[(phosphonooxy)methyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thia2olidinon, Gehalt 
w > 96% (1 H-NMR). 

Die Analytik der Verbindung 3 umfafct 1 H-NMR-Spektroskopie, 13 C-NMR- 
Spektroskopie, 31 P-NMR-Spektroskopie, RP-18 HPLC, Fast Atom Bom- 
bardement Massenspektrometrie (FAB MS), IR-Spektroskopie, UV-Spek- 
trophotometrie und Fluoreszenzspektrophotometrie. Es folgen typische 
analytische Daten der Verbindung 3. 

CuH^NzOeP S 2 , M = 362.31 g/mol. 

F.198°C - 201 °C (unter Zersetzung, unkorrigiert). 

FAB MS (MH + berechnet fur m/z 362.99): m/z(re\. Int.) 363.0 (12.0%, MH + ), 
227.4 (18.1%), 270.4 (8.7%), 171.2 (8.3%), 282.4 (7.1%), 267.1 (2.8%), 
283.4 (2.1%), 265.1 (1.5%). 

'H NMR(TFA-oO: 6 2.91 (s, 3 H, 2'-CH 3 ), 5.42 (d, | V( 31 P, 1 H) | =8.0 Hz, 2 H, 

5'-CH 2 -OP0 3 H 2 ), 7.76 (s, 1 H, 4'-CH), 8.47 (s, 1 H, 6-CH). 

'H NMR (DMSO-c/6): S 2.42 (s, 3 H, 2'-CH 3 ), 4.89 (d, \ M^P/H) | = 8.0 Hz, 

2 H, 5'-CH 2 -OP0 3 H 2 ), 7.55 (s, 1 H, 4'-CH), 7.84 (s, 1 H, 6-CH). 

1 H NMR (Pyridin-c/ 6 ): 6 2.72 (s, 3 H, 2'-CH 3 ), 5.62 (d, | 3 J( 31 P, 1 H) | = 7.5 Hz, 

2 H, 5'CH 2 -OP0 3 H 2 ), 8,36 (s, 1 H, 4'CH), 8,53 (s, 1 H, 6-CH). 

13 C NMR, BB-entkoppe!t (TFA-c/): 6 16.83 (s, 2'-CH 3 ), 65.75 (s, 5'-CH 2 - 

OP0 3 H 2 ), 121.04, 122.13 (2 s, C-4'), 133.34 (s, C-6), 136.85, 136.91 (2 s, 

RR'C-SR"), 138,54 (s, C-5), 142.05 (s, C-4), 147.64 (s, C-2), 153.03 (s, 

C-3), 171.93 (s, C = 0), 193.39 (s, C = S). 

31 P NMR (TFA-cO: £-4.24 (s, R-OP0 3 H 2 ). 

FT IR (KBr): 3430 (v N-H, m), 1713 (v HN-C = 0, s), 1213 (v P = 0 in 
/?0(HO)P0 2 -, s), 1046 (v^C = S in S-CS-N, s), 1024 (vP = 0 in /?0(HO)P0 2 \ s). 
UV/VIS (H 2 0): ^ maXi1 = 232 nm [4(1 %/1 cm) = 373], A max2 = 308 nm 
[A (1%/1 cm) = 271], yl max , 3 = 353 nm [A (1%/1 cm) = 413], A maxA = 
454 nm [A (1%/1 cm) = 227]. 

US/VIS (MeOH): /i max1 = 291 nm [A (1%/1 cm) = 245],/l max2 = 347 nm 
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[A (1%/1 cm) =489], 

UV/VIS (DMSO): A max = 518 nm [A (1%/1 cm) = 98]. 

Fluoreszenz Exzitationsspektrum (ex) und Emissionsspektrum (em) (DMSO): 
A em = S7B nm:^,^, = 355 m, A ex , max , 2 = 397 nm, A ex , max , 3 = 451 nm, A m maXi 4 = 
467 nm, A eXi ^ 5 = 483 nm, A ex . max , 6 = 493 nm, A BXt max> 7 = 518 nm; 
A ex = 490 nm: A m , mm = 575 nm. 

Fluoreszenz Exzitationsspektrum (ex) und Emissionsspektrum (em) (Pyridin): 
A em = 575 nm: A 9X _ ^ , = 451 nm, /l ex , max , 2 = 467 nm, /» ex , 3 = 471 nm - 
/t ex , max . 4 = 483 nm, A m , ^ 5 = 493 nm, A m> max , 6 = 51 8 nm; 
A ex = 490 nm: ^ em . max = 575 nm. 
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2. Hersteltungsverfahren von 6 
2.1 

Eine Masse von 363 mg (Z)-5-[[5-hydroxy-6-methyl-3-[(phosphonooxy)me- 
5 thyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thiazolidinon (3) (1 ,0 mmol) wird mit 
20,0 ml 0,10 M Natronlauge gemischt (2,00 mmol NaOH). Nach der 
Vermischung mit 10,0 ml abs.Ethanol wird die Losung 24 h bei einer 
Temperatur von -18°C gekuhlt. Die feinkristallinen Nadeln werden 
abgesaugt. Ausbeute: 340 mg (63%) rotes (Z)-5-[[3-Hydroxy-2-methyl-5- 

10 [(phosphonooxy)methyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thiazolidinon- 
mononatriumsalz-hemiheptadeca (8 1/2) hydrat (6). Vor einer Elementar- 
analyse wurde dieses Produkt bei einem Druck von 0,1 mbar im Wasser- 
strahlpumpenvakuum bei einer Temperatur von 70°C zwei Tage in einer 
Trockenpistole getrocknet: tiefrotes (Z)-5-[[5-Hydroxy-6-methyl-3-[(phospho- 

15 nooxy)methyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thiazolidinon-mononatrium- 
salz-hemipenta (2 1/2) hydrat (6). 

2.2 

8,70 g trockene Verbindung 3 (24,00 mmol) werden mit 240,00 ml einer 
20 0,10 M Natriumhydroxidlosung (24,00 mmol NAOH) vermischt und 
anschliefcend mit 124,00 ml Ethanol versetzt. Die Mischung wird fur 24 h 
bei einer Temperatur von -18°C aufbewahrt. Die prazipitierten roten 
Kristalle werden filtiert. Es werden 7,55 g (73%) der Verbindung 6 erhalten. 

25 F.205°C-208°C (unter Zersetzung, unkorrigiert). 

Berechnet fur C n H 10 N 2 Na O e P S 2 o 2 1/2 H 2 0, M = 429,33 g/mol; C 
30,77% H 3,52% N 6,52 %, gefunden C 30,97% H 3,43% N 6,35%. 
FT IF (KBr): 3277 (v O-H Wasser, m, breit), 1700 (v HN-C = 0, w), 1229 (v 
P = 0 in RP(HO)P0 2 -, s), 1 1 98 (v HN-C = S, s), 1090 (v C = S in S-CS-N, s), 

30 973 (v P-O-C in P-Q-CH2-aryl,2). 
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3. Nachweisverfahren fur einzelstrangige Nukleinsauren 

Die Verbindungen 3 und 6 konnen in radioaktiv markierter Form, z.B. 
markiert mit 3 H, 14 C, 32 P oder 35 S als Sonden zum Nachweis einzelstrangiger 
5 Nukleinsauren eingesetzt werden. 

Die Substanzen 3/6 konnen aufcerdem fur die Fluoreszenzdetektion einzel- 
strangiger DNA eingesetzt werden. Das (E)-Stereoisomere 4 fluoresziert in 
DSMO, das (Z)-Stereosisomere in Wasser erheblich weniger. Bei Bindung 
10 des (E)-Stereoisomeren 4 an einzelstrangige DNA kann bei Auftreten der 
Fluoreszenz nach Extraktion mit DMSO einzelstrangige DNA nachgewiesen 
werden. Die zur Anregung verwendete Wellenlange liegt im Bereich von 420 
bis 500 nm, die Emission im DMSO oder Pyridin liegt bei 575 nm. 

is Die Verbindungen 3, 4 und 6 zeigen eine nichtkovalente Assoziation an 
einzelstrangige DNA. Diese nichtkovalente Bindung kann durch Bestrahlung 
der UV-Licht der Wellenlangen 254 oder/und 366 nm photochemisch fixiert 
werden. Dabei reagieren 3 und 4 mit einer Thymin-Nukleobasen-Methyl- 
gruppe photochemisch unter Abspaltung von H 2 S. 

20 
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4. H mmung von Isoformen d s Enzyms Stickstoffmonoxydsynthas 

Die Substanz 6 hemmt die neuronalen, endothelialen und immunologisch/- 
induzierbaren Isoformen der Stickstoffmonoxydsynthase (NOS). Die Hemmkon- 
stante (IC 50 ) fur nNOS ist 61,25 jjM. Fur eNOS und iNOS ist die Hemmkon- 
stante (IC 50 ) 50//M. Diese Werte werden durch Messung der Umwandlung von 
( 3 H) Arginin zu ( 3 H) Citrullin unter Verwendung von rekombinanten humanen 
NOS Isoformen isoliert aus CHO Zellen bestimmt. 
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5. Zw idimensionale Nukleinsaureelektrophorese 

Die Substanz 3 kann in radioaktiv markierter oder unmarkierter Form fur die 
zweidimensionale elektrophoretische Auftrennung einzelstrangiger 
5 Nukieinsauren eingesetzt werden. In der ersten Dimension kann eine 
Trennung nach der Ladung und in der zweiten Dimension eine Trennung 
nach der Molekulgrofce erfoigen. Die Verbindung 3 kann assoziativ oder 
kovalent an die Nukleinsaure gekoppelt werden. 

10 6. Therapeutische Anwendung 

Die Substanz 3 und Derivate davon sind als therapeutische Mittel ins- 
besondere fur die Beeinflussung von Vermehrungsvorgangen von infektiosen 
Erregern wirksam, z.B. von solchen, die im Wirt mit Zwischenstufen als 
15 einzelstrangige DNA vorkommen wie etwa Retroviren, Herpesviren oder 
Hepatoviren. 

6.1 HIV-lnhibition 

20 Myeloische HUT78-Zellen werden einer Infektion mit HIV ausgesetzt 

in Abwesenheit bzw. in Gegenwart von 1,87 mM oder 0,187 mM 
Verbindung 3. Der HIV-Nachweis erfolgt durch photometrische 
Bestimmung des p24-Antigens. Aus Abbildung 1 ist ersichtlich, daR 
in den erfindungsgemafc behandelten Zellen kein p24 nachweisbar 

25 war, wahrend in der Kontroile ab dem siebten Tag der p24 Test 

positiv war. 

6.2 Behandlung von Herpes 

30 Ein Patient (17 Jahre, mannlich) mit Herpes labialis wird mit einer 

Olivenol-Wasser-Emulsion der Verbindung 3 (ca. 1 mg/ml) behandelt. 
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Wenige Stunden nach lokaler Applikation auf die befallenen Hautpar- 
tien wird eine totale Remission gefunden. 

6.3 Behandlung von Influenza 

5 

Ein Patient (51 Jahre, mannlich) mit Virusgrippe wird mit einigen 
Tropfen einer H 2 0/DMSO Losung der Verbindung 3 (ca. 1 //g/ml) oral 
behandelt. Uber Nacht sind die Krankheitssympthome verschwunden. 

10 7. Temperatur/Losungsmittelindikator 

Die (Z/E)-Stereosisomerie der Verbindung 3 tritt abhangig von derTempera- 
tur (Thermochromie) und abhangig vom Losungsmittel (Solvatochromie) auf. 
Daher kann 3 als Temperaturindikator oder/und Losungsmittelindikator 
15 eingesetzt werden. 

8. Digitale Schaltfunktion 

Die (Z/E)-Stereoisomerie der Verbindungen 3 und 4 tritt abhangig vom 
20 Anlegen eines elektrischen Felds auf (Elektrochromie). Daher kann 3 als 
digitales Schaltelement aufgrund der unterschiedlichen fluoreszenzspek- 
troskopischen Eigenschaften gegenuber 4 z.B, bei Anregung durch 
Laserlicht mit der Wellenlangen von 480 nm eingesetzt werden. Dabei tritt 
nach Anlegen eines elektrischen Felds an 3 Umlagerung in 4 und damit 
25 Fluoreszenzemission bis 575 nm nach Anregung bei 480 nm auf. 

9. Vitamin B6 Antagonismus 

Die Verbindung 3 kann im Stoffwechsel als Antagonist des Coenzyms 
30 Pyridoxal-5'-Phosphat durch Bindung an die dieses Coenzym benotigende 
Enzyme wirken und deshalb tumorhemmende Eigenschaften aufweisen. 
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10. Proliferati nskontroll 

Die Verbindung 3 kann zur Proliferationskontrolle/Chemotherapie/Cytosta- 
setherapie von malignen Tumoren in lokaler Applikation auf Hauttumore 
5 (malignes Melanom, Karposi-Sarkom) gegebenenfalls in Verbindung mit UV- 
Bestrahlung eingesetzt werden oder/und zur Proliferationskontrolle von 
anderen Hautkrankheiten mit erhohter Zellteilungsrate (z.B. Psoriaris) 
eingesetzt werden. Die Bindung der Verbindung 3 an replikationsaktive 
einzelstangige DNA-Bereiche kann durch UV-Bestrahlung photochemisch 
10 fixiert werden und fuhrt zur lokal begrenzter Cytotoxizitat. 

1 1 . Strukturaufklarung 

Die Verbindung 3 kann aufgrund ihrer Farb- und Fluoreszenzeigenschaften 
15 sowie ihrer Fahigkeit zur Kopplung an Biomolekiile, z.B. Proteine zur 
Strukturaufklarung eingesetzt werden, z.B. zur Aminosauresequenzbestim- 
rnung von Proteinen oder zur DNA-Sequenzierung. 

12. Nachweis von Hydrolysenebenprodukten 

20 

Die Hydrolysenebenprodukte, die bei der Synthese der Verbindung 3 
entstehen, werden massenspektroskopisch untersucht. 

Die entsprechenden Verbindungen sind in Abb. 2 aufgelistet. 

25 
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Anspruche 

1 . Verbindungen cler allgemeinen Formel (8) 



X 1 X 2 

Y>* 3 

"yh:" 

[*•]. 



(8) 



worm: 

X 1 , X 2 und X 3 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus O, S, und 
NR 5 ; 

20 Y O oder S ist; 

Z CR 5 oder N ist; 

R 1 , R 2 , R 3 f R 4 und R 5 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus 
beliebigen Substituenten; 

R 6 ausgewahlt ist aus gegebenenfalls substituierten Kohlenwasser- 
25 stoffresten und O und n 0 oder 1 ist; 

sowie Salze, Hydrate und Stereoisomere davon, mit der MaBgabe, 
da(S die Verbindung nicht Pyridoxylidenrhodanin ist. 

2. Verbindungen nach Anspruch 1, 
30 worin X 1 0 ist. 
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3. Verbinclungen nach einem der Anspruche 1 oder 2, 
worin X 2 NR 5 ist. 

4. Verbindungen nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
worin X 3 S ist. 

5. Verbindungen nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
worin Y S ist. 

6. Verbindungen nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
worin Z CR 5 ist. 

7. Verbindungen nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

worin einer der Substituenten R 1 -R 4 eine negativ geladene Gruppe 



8. Verbindungen nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

ausgewahlt aus (Z)-5[[5-Hydroxy-6-methyl-3-[(phosphonooxy)me- 
thyl]-4-pyridinyl]methylen]-2-thioxo-4-thiazolidinon der Formel (3) 



enthalt. 




(3) 



sowie Salze, Hydrate und Stereoisomere davon. 
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9. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der allgemeinen Formel 
(8), 

dadurch gekennzeichnet, 

date man eine Verbindung der Formel (9) 



X l /X 2 



15 

in einer Knoevenagel-Kondensation umsetzt mit einer Verbindung der 
Formel (10) 




worin X\ X 2 , X 3 , Y, Z, R 1 -R 5 und R 6 wie in Anspruch 1 definiert sind. 



30 
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10. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man Pyridoxal-5'-phosphat in einer Knoevenagel-Kondensation 
umsetzt mit Rhodanin. 

1 1 . Pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

dal£ sie als Wirkstoff eine Verbindung nach einem der Anspruche 1 
bis 8 sowie gegebenenfalls pharmazeutisch ubliche Zusatz-, Hilfs-, 
Trager- und Verdunnungsstoffe enthalt. 

1 2. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 8 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung fur die 
Behandlung von Infektionskrankheiten, Tumoren und Autoimmun- 
krankheiten. 

13. Verwendung nach Anspruch 12 zur Herstellung eines Antivirus- 
mittels. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, zur Herstellung eines Mittels zur 
Behandlung von viralen Infektionen verursacht durch Hepatoviren, 
Herpesviren oder Retroviren. 

1 5. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 8 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung fur die 
Behandlung von Erkrankungen, die im Zusammenhang mit Storungen 
des Vitamin-B-Stoffwechsets stehen. 

1 6. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 8 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung fur die 
Behandlung von Erkrankungen, die im Zusammenhang mit Storungen 
des Immunsystems stehen. 
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1 7. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 8 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung fur die 
Behandlung von Erkrankungen, die im Zusammenhang mit Storungen 
enzymatischer Reaktionen stehen. 

18. Verwendung nach Anspruch 17 als Effektor der enzymatische 
Aktivitat von Stickstoffmonoxid-Synthasen. 

19. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 8 
als Nachweisreagenzien. 

20. Verwendung nach Anspruch 19 zum Nachweis von Biomolekulen. 

21. Verwendung nach Anspruch 20 zum Nachweis einzelstrangiger 
Nucleinsauren. 

22. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 8 
fur elektrochrome Anwendungen. 

23. Konjugate von Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 8 mit 
Biomolekulen. 

24. Derivate von Verbindungen nach einem der vorhergehenden An- 
spruche der allgemeinen Formeln (11), (12) oder (13): 




(11) 
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worin X 1 , X 2 , X 3 , Y, Z, R^R 4 , R 5 und R 6 wie in Anspruch 1 definiert 
sind. 

25 
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Abb. 1 



2.5 n 




Tage Kultivierung 



— ♦ — 1,87 mM Verbindung 3 
0,187 mM Verbindung 3 
— ^— HIV Kontrolle 
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Abb. 2 

Hydrolyse-Nebenprodukt der B6PR-SynHiese 
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